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緒言 
 
日本では 1981 年より死因の第 1 位はがんである。2011 年のがんによる死亡は 35 万人
超、全死亡の 28.5%を占め、年々増加している（Fig. 1）。特に生活環境の欧米化に伴い 1960
年代と比較すると女性では乳がんが、男性では前立腺がんが増加しており（Fig. 2）1、こ
れらのがんでは骨転移発生率の高いことが知られ、臨床上問題となる症例に限定しても年
間約 5 万～10 万人に骨転移が発症する 2。がん患者の増加や、新たな化学療法、抗体を用
いる治療法の開発などによるがんの治療成績の向上に由来する生存期間の延長により、続
発性（転移性）悪性骨腫瘍の症例数が原発性骨腫瘍の約 2 倍に達するなど、骨転移の症例
数は近年ますます増加している 3。 
 
 
Fig. 1 主な死因別にみた死亡率（人口 10 万対）の年次推移 1 
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Fig. 2 男女別 悪性新生物の主な部位別死亡率（人口 10 万対）の年次推移 1 
 
 
がんの転移のメカニズムは血流動態説と環境適所説という 2つの古典的な仮説に代表さ
れる。血流動態説（hemodynamic theory）は、各種臓器への血液の流入量によって転移
部位が決定されるという説 4 であり、血流の大きい肺や肝臓が代表的な臓器である。しか
し、骨に流入する血液量（5～10%）は肺や肝臓に比べて少ないにも関わらず、前立腺がん
や乳がんでは骨転移が高頻度に生じており 5-7、血流動態説のみから骨転移が多い理由を説
明するのは困難である。一方、環境適所説（seeds and soil theory）は転移先の微小環境
が臓器に適合する場合に、特定の臓器にがん細胞が転移・増殖するという説である 5-7。骨
の構成成分は一生を通じて絶えず入れ換わっており、骨も新陳代謝を繰り返している。破
骨細胞が古い骨を壊し（骨吸収）、骨芽細胞が新しい骨を作るこのサイクルは骨のリモデリ
ング（Fig. 3）と呼ばれ、1 年あたり 5～10%、成人では 10 年で全ての骨が入れ換わる 8。
この破骨細胞による骨吸収が、がん細胞に増殖する空間を提供する。また、骨吸収部位に
は引き続いて骨芽細胞が誘導され、骨形成を引き起こす insulin-like growth factor（IGF）、
transforming growth factor-β（TGF-β）を始めとするさまざまな増殖因子が放出されるこ
とから、骨組織にはがん細胞の生着しやすい環境が生じている。このような微小環境が骨
を、肺や肝臓と並び転移を期待しやすい臓器にしていると考えられている。 
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Fig. 3 破骨細胞、骨芽細胞と骨のリモデリング 
 
 
骨転移の分類には、病理分類と臨床分類があり、病理分類は骨梁間型、造骨型、溶骨型、
混合型の 4種類に分けられる。一方、臨床分類は画像診断の所見により 3種類に分類され、
骨の硬化が主な所見であれば造骨型、骨の溶解像が主な所見であれば溶骨型、両者の混合
が明らかな場合は混合型とされる。原発巣と骨転移の臨床分類の関係では、造骨型は、前
立腺がんに多く、溶骨性骨転移は甲状腺がん、腎細胞がん、肺がんなどに多い。混合型は
乳がんに多い 9。
 
骨は身体を支える支持組織としての役割および運動を可能にする役割の他に、無機イオ
ンの貯蔵庫としての役割も有するなどさまざまな役割を有する 10。こうした骨の多彩な役
割から、骨転移の進行に伴って、骨痛に加え高カルシウム血症、病的骨折、神経の圧迫に
よる神経麻痺が発生する 11。がんの骨転移は全身の骨で観察されるが、なかでも、脊椎、
大腿骨への転移で骨折や神経麻痺は脊髄麻痺に至って Activities of daily living(ADL）、
Quality of life(QOL）を著しく低下させ、二次的に生存率が低下することから、早期の段
階で骨転移に対処することは大変重要である 3。以前は骨転移が早期に発見されても進行
を防ぐ有効な治療法は存在せず、早期発見の重要性は認知されていなかった。しかし、ゾ
レドロン酸などの第 3世代ビスフォスフォネート剤の開発により骨関連事象の発現の防止
が可能となり、骨転移の早期発見例では、まずビスフォスフォネート剤で治療し、疼痛の
発現や増悪には鎮痛剤の投与や放射線の照射を、さらに骨折や脊髄麻痺の発現など切迫し
た場合には予防的手術を考慮するという段階的な治療法が可能となった。このような治療
を行うことにより、従来に比べて骨関連事象の発症までの期間が 1 年以上延長することも
明らかにされてきている 3,12。また、骨転移の転移個数の少ない症例では多い症例よりも
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予後が良好であることが示されており 13、今日では骨転移の早期診断の有用性が認められ
ている。 
 
骨転移の画像診断には単純 X 線、CT、MRI などの形態学的診断と、骨シンチグラフィ
などの機能的診断が挙げられる。それぞれの特徴として、単純 X 線撮影は骨塩量が 30～
50%減少した場合に初めて所見として捉えられ、MRI は組織コントラストに優れる。一方、
骨シンチグラフィは患者に放射活性を有する骨機能診断薬剤を投与して、撮像対象となる
放射性核種が集積した臓器の部位にシンチレーションカメラを移動させ、そこから放出さ
れている γ線を計測し、その計数値を画像として可視化する手法である。骨シンチグラフ
ィは一度に全身骨を検索できることから、骨転移のスクリーニングとして汎用されている
14。 
 
骨機能診断薬剤あるいは治療薬として使用される放射線核種は 1940 年代から研究され
ており、カルシウム-45（45Ca）を用いた研究、ストロンチウム-87（87Sr）による前立腺
がん骨転移の治療報告がある 15,16。また、現在、腫瘍シンチグラフィに使用されているガ
リウムはもともと骨シンチグラフィを目的として 1950 年代に開発され始めた核種である
17。さらに、フッ素-18（18F）による骨描出はポジトロン CT が出る前から研究されていた。
現在、臨床で最も使用されている骨機能診断薬剤の核種はテクネチウム-99m（99mTc）で
ある 18。99mTc は診断に適した物理学的半減期（6.01 時間）を有し、体外診断に適したエ
ネルギー（140.5 keV）の γ 線一本のみを放出するため、鮮明なシンチグラムの撮像が可
能である。また、99mTc は 99Mo を親核種とする小型のジェネレータから過渡平衡を利用し
て溶出可能なことから安価に、そして容易に入手できる。また、99mTc を用いた標識薬剤
の開発研究は Tc と同族で類似した化学的性質を有する β-線放出核種のレニウム-186、レ
ニウム-188（186Re, 188Re）を用いた内照射治療薬の開発研究に繋がり、欧米においてがん
の骨転移の疼痛緩和治療剤として臨床研究が進められ、有用な結果が得られている 19-23。 
 
骨機能診断薬剤または治療薬剤に利用される配位子は、カルシウムと配位することが知
られるリン酸基を有する化合物が用いられてきた（Fig. 5 (b)-(d)）。トリポリリン酸と塩化
スズを用いる Tc 錯体は 1971 年、Subramanian により初めて報告され 24、続いてポリリ
ン酸、ピロリン酸（PPi, Fig. 5 (a)）との錯体が報告された。しかし、P-O-P 配列を有する
上記の化合物はリン酸基水酸化酵素により容易に代謝され、生体内における安定性が問題
となった。一方、P-C-P 配列は P-O-P 配列と類似しているが、P-C-P 配列の結合角（117°）
は P-O-P 配列の結合角（128.6°）よりも小さく、P-C 原子間距離（1.79Å）は P-O（1.63Å）
よりも長いために、リン酸基水酸化酵素に対する抵抗性を示し、生体内で安定である 25,26。
そ こ で 、 P-O-P 配 列 よ り も 安 定 な P-C-P 配 列 を 有 す る 1-hydroxy 
ethylidene-1,1-diphosphonic acid（HEDP, Fig. 4 (b)），methylene-diphosphonate （MDP, 
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Fig. 4 (c)），hydroxymethylen-diphosphonnate（HMDP, Fig. 4 (d)）を利用した
bisphosphonate（BP）錯体が使用されるようになった 24,27,28。 
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Fig. 4 ビスフォスフォネート誘導体の構造 
 
 
99mTc と BP とが形成する錯体は、99mTc と BP および還元剤のスズ（Sn）からなる多核
錯体であり、二つまたはそれ以上のリン酸基または水酸基と 99mTc が架橋された短鎖また
は長鎖のポリマーの混和物であると考えられている 29。標識反応時の pH、酸素の有無を
変化させた試料の陰イオン交換 HPLC による検討においても 99mTc-BP はさまざまな化学
形が認められている 30。99mTc-BP はポリマーの化学形により電荷もさまざまであり、生体
内での振る舞いも異なると考えられているが、それを制御することは非常に困難である
31-34ことから、高い骨集積の機構は未だ明確にはわかっていない。99mTc-MDP を用いた検
討から 99mTc-BP の集積は、骨の骨代謝の盛んな部位、すなわち、新生骨の形成部位への
集積 35,36 であると考えられている。骨への集積については異なる説が考えられており、
Kanishi らは胎生期マウス頭蓋を用いた検討から、99mTc-MDP が骨の HA 表面へ intact
で沈着すると同時に HA 構造に取込まれて集積する 37 と報告している。一方、Schwartz
らは二重標識した 99mTc-MD32P を用いた検討から、Tc と BP の配位能よりも 99mTc の骨へ
の吸着が高いか、または BP と骨との配位能が Tc と BP の配位能よりも高いために
99mTc-MDP が骨の表面に到着した後に解離して骨の有機質に Tc、無機質に Ca が取り込ま
れると考えた 38。さらに、99mTc-BP 錯体は軟組織からの消失が緩徐であり、投与から撮像
までに 2～4 時間を要する。投与までのタイムラグは臨床診断の効率化だけでなく、撮像
までの待ち時間による放射活性の減衰を考慮した薬剤量の投与を必要とし、患者に対して
も問題となる。 
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Fig. 5 各種 標識キレート結合ビスフォスフォネートの構造 
 
 
近年、このような問題の解消を目的として、186Re-MAMA-HBP 39，99mTc-MAG3-HBP 40，
99mTc-HYNIC-HBP 40 ， 99mTc-EC-AMDP 41 ， 186Re(CO)3(κ3-pz-BPOH) 42 ，
186Re-CpTR-Gly-APD 43など、99mTc、186Re との錯体を形成した標識キレート結合 BP の
開発が数多く報告されてきた 26,27。標識キレート結合 BP は Tc あるいは Re と生体内で安
定な単核錯体を形成する配位子を BP と 1：1 のモル比で結合した化合物である。これらの
化合物では Tc あるいは Re は、BP と錯体を形成することなく配位子と錯形成することで
単一の錯体を与えている。また、分子量全体に占める錯体の割合が大きく、錯形成に関わ
る配位子によってその性質を大きく変化させることが可能である。Ogawa らは、N2S2 型
の 4座配位子で 186Reと中性の錯体を生成するmonoamine monoamide dithiols（MAMA）
44,45を結合した配位子を用いた 186Re-MAMA-HBP が肝臓への高い集積を示すことを報告
している 39。続いて配位子骨格に MAMA より水溶性の高い N3S 型 4 座配位子である
mercaptoacetyl glycylglycylglycine（MAG3）40を用いた 99mTc-MAG3-HBP を設計、合
成し、肝臓への集積を低減している 46。一方、血清タンパクへの結合の高い 99mTc-MAG3
錯体を用いたことによる血液クリアランスの遅延を認めたために、タンパク結合性のより
低い 99mTc 錯体として、6-hydrazinopyridine-3-carboxylic acid（HYNIC）とその co-ligand
に tricine および 3-acetylpyridine を用いた 99mTc-HYNIC-HBP を作製した。
99mTc-HYNIC-HBP 錯体は 99mTc-MAG3-HBP に比べてタンパク結合が少なく、in vivo に
おいて血液からの速やかな消失を示した。さらに、99mTc-HYNIC-HBP は 99mTc-MDP よ
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りも高い骨／血液比を与え、投与後早期の診断の可能性を示した 46。また、Verbeke らが
作 成 し た E2S2 型 4 座 配 位 子 L,L-ethylene dicysteine （ EC ） 47,48 お よ び
aminobisphosphonate を有する EC-AMDP からなる 99mTc-EC-AMDP も、ウサギを用い
た体内動態の検討において 99mTc-MDPに比べて高い骨／血液比 41 を示している。しかし、
これらの薬剤設計は、疾患骨への選択性を有しておらず、疾患骨だけでなく正常骨にも高
く集積する。精度の高い骨転移の評価をするには、より選択的に疾患骨へと集積する薬剤
設計が必要である。 
 
骨転移がん部、骨折などの骨疾患部では血管透過性が亢進しており、サイトカインなど
のさまざまな因子が間質へ流出していることが知られる。また、水溶性薬物は一般に単純
拡散によって微小血管を透過すると考えられている。水溶性化合物の筋骨格系組織の毛細
血管透過性は分子量一万までで大きく変化する（Fig. 6）ことが報告されている 49。 
 
 
Fig. 6 水溶性薬物の分子量と組織への透過性 
 
したがって、薬剤の分子サイズを制御することにより、疾患部の血管を透過性する一方
で正常血管を介した骨への集積を抑えることができれば、疾患部への選択的な集積が可能
と考えられる。 
以上の知見を基に 
第一章ではHAへの高い親和性を有するオリゴアスパラギン酸を利用した放射性薬剤を
設計・合成し、その基礎的性質を評価した。 
第二章では設計した薬剤の分子サイズおよび骨疾患部位への選択性を現在臨床で使用さ
れている 99mTc-MDP と比較し、本薬剤の有用性について検討した。 
以下にそれぞれについて詳述する。 
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第一章  オリゴアスパラギン酸結合新規 99mTc 標識薬剤の設計および物性評価 
 
骨シアロタンパクは HA に対して強い結合性を示すタンパクであり、グルタミン酸（Glu）、
アスパラギン酸（Asp）などの酸性アミノ酸に富んだ配列が観察され、これら酸性アミノ酸
Glu または Asp の重複した配列が HA に対する高い結合能を示す 50。そのため、Glu また
は Asp からなるオリゴペプチドは、骨への薬剤送達の輸送体として検討されてきた 51,52。
Asp の個数を 2 から 10 まで変化させた場合、Asp の個数の増加に伴い骨集積は増加し、
D-Asp を用いて作製した oligo-D-Asp は L-Asp を用いて作製した oligo-L-Asp よりも高い
骨集積を与えることが示されている 53。これは、oligo-D-Asp の方が oligo-L-Asp よりも生
体内での安定なことに起因する 53。Oligo-Aspは骨のリモデリングが盛んな部位に集積し 54、
oligo-Asp と BP はマウスの大腿骨において同様の部位への集積が報告されている 55。した
がって、骨認識素子として BP に代わり oligo-D-Asp を用いた場合も同様の診断情報を期待
できる。以上のような知見から、骨認識素子として D-Asp を用いた oligo-Asp を選択した。 
一方、所属研究室における検討から、末端にカルボキシル基を有する PAMAM デンドリ
マー誘導体とアセチル化したPAMAMデンドリマー誘導体の pH7.4における分子サイズを
動的光散乱法により測定したところ、カルボキシル基を有する PAMAM デンドリマーの方
が大きな分子サイズを有することを認めた 56 。これは pH7.4 では末端のカルボキシル基が
イオン化しているために、静電的反発により拡張した構造を有するためである。Asp も側
鎖にカルボキシル基を有し、中性の pH ではイオン化していると考えられることから、
oligo-Asp も嵩高い構造を示すと考え、分子サイズの制御素子としても oligo-Asp を利用し
た。 
99mTc とのキレート形成部位は、99mTc あるいはその同属の原子である Re と安定な錯体を
形成することが知られる N2S2型 4 座配位子 ethylene dicysteine (EC)を選択した。EC には
oligo-Asp と結合可能なカルボキシル基が 2 分子存在する。したがって、EC の 2 つのカル
ボキシル基にそれぞれ(D-Asp)5を 1 分子結合した 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2を設計し合成した。
この候補化合物を 99mTc で標識し、血漿中での錯体の安定性、血漿タンパク質との結合性、
HA との結合性、マウス体内動態を評価した。比較のため、(D-Asp)5または(D-Asp)10が EC
の片方のカルボキシル基に結合した 99mTc-EC-(D-Asp)5、99mTc-EC-(D-Asp)10も合成し併せ
て検討した。 
 
 
 
1. 1.  方法 
1. 1. 1.  試薬・機器 
99mTcO4- 溶液は、99Mo/99mTc ジェネレータ（Ultra Techne Kow, 第一ラジオアイソトー
プ研究所, Tokyo, Japan）から溶出された生理食塩水溶出液を用いた。質量分析は FAB-MS，
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MALDI-TOF-MSおよび ESI-MSで測定した。FAB-MS は JEOL JMS-HX110（JEOL Ltd., 
Tokyo, Japan），MALDI-TOF-MSは AXIMA-CFR Plus（島津製作所, Kyoto, Japan），
ESI-MSは Micro MS LCT Premier TOF MS spectrometer（日本ウォーターズ, Tokyo, 
Japan）により測定した。1H 核磁気共鳴（1H-NMR）は JEOL JNM-ALPHA 400 
spectrometer（JEOL Ltd.）を用いて測定した。逆相高速液体クロマトグラフィー
（RP-HPLC）による分析には HITACHI Ltd.（Tokyo, Japan）の UV detector（L-7405, 
pump L-7100）を使用した。分取用逆相カラムとガードカラムはNacalai Tesque Inc.（Kyoto, 
Japan）の Cosmosil 5C18-AR-300（20×150 mm，10×20 mm）を用いた。移動相には 0.1% 
trifluoroacetic acid（TFA）/H2O と 0.1 % TFA/アセトニトリルを用い、0.1 % TFA/アセト
ニトリルを 10%で 2 分間維持した後、60 分で 10 - 20%まで変化させる直線 gradient 法に
より流速 5 mL/min で溶出した。溶出液は 220 nm または 245 nm の吸光度を計測した。分
析用逆相カラムは Nacalai Tesque Inc.の Cosmosil 5C18-AR-300（4.6×150 mm）を使用し
た。99mTc 標識化合物の分析には 12.5 mM リン酸（pH 2.5）とメタノールを移動相として
用い、メタノールを 30 分で 0 - 100%まで変化させる直線 gradient 法により流速 1 mL/min
で溶出した。RP-HPLC にオンラインで γ線検出器（γ-ray scinti survey meter, TCS-172, 
Aloka, Tokyo, Japan）を接続する、あるいはフラクションコレクター（RediFrac, GE 
Healthcare Bio-Science Corporation, USA）を用いて 0.2 分毎に溶出液を分取し、オート
ウエルガンマカウンタ（ARC-380M, Aloka, Tokyo, Japan）により 99mTc の放射活性を測定、
分析した。薄層クロマトグラフィー（TLC）は、シリカゲルプレート（silica gel 60 F254, 
Merck Japan, Tokyo）を用い、濾紙クロマトグラフィー（PC）は Whatman No.1 濾紙
（Whatman Int. Ltd., Maidstone, UK）を用い、それぞれ 10 cm 展開したものを 0.5 cm ず
つ切断し、それぞれの画分の放射活性をオートウエルガンマカウンタで測定した。一万カ
ットフィルターは Microcon YM-10（日本ミリポア, Tokyo, Japan）を用いた。ペプチドの
固相合成には保護ペプチド樹脂 Nα-Fmoc-D-Asp(OtBu)-Alkoresin および側鎖保護基アミ
ノ酸誘導体 Fmoc-D-Asp(OtBu)-OH（WATANABE CHEMICAL INC. LTD., Hiroshima, 
Japan）を用いた。ヒドロキシアパタイト（HA）（Nippon Bio-Rad Laboratories K.K., Tokyo, 
Japan）は、Tris-buffered saline（TBS）（150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7.4）で 1
日膨潤させた後、使用した。実験動物は ddy 系クリーンマウス（雄）5 週齢（日本 SLC, 
Hamamatsu, Japan）（27 - 31 g）を使用した。 
 
 
1. 1. 2.  化合物の合成 
N,N′-Bis-t-butoxycarbonyl-S,S′-bis-triphenylmethyl-ethylene Dicysteine 
( EC(Boc)2(Trt)2)（4）の合成: Scheme 1 
Ethylene dicysteine（EC）（2）の合成 
EC の合成は Blondeau らの報告に従って合成した 57。三頸フラスコに L-thioproline（1）
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（8.80 g, 66.1 mmol）を入れた後、メタノールとドライアイスで－70℃まで冷却した。液
体アンモニア（80 mL）を加えて化合物（1）を全て溶解させた後、ナトリウム（3.5 g）を
青色が持続するまで加え、15 分間撹拌した。青色が消えるまで NH4Cl（3.4 g）を加えた後、
室温で液体アンモニアが完全に揮発するまで一晩撹拌した。残渣に冷水（30 mL）を加え溶
解させた後、氷冷下 pH 2 になるまで 4 N 塩酸を加えた。結晶を濾過し、濾液が pH 5 にな
るまで氷冷水で洗浄した。結晶を 0.1 N NaOH に溶解し、0.1 N 塩酸で pH 2 の溶液にした
後、再び結晶化させた。結晶を濾取してエタノールで洗浄（100 mL×2）し、白色結晶とし
て化合物（2）4.45 g（収率 50.2%）を得た。1H NMR (400 MHz CDCl3) δppm: 2.37-2.49 [8H, 
m], 2.56- 2.60 [2H, q]. m.p.: 267℃. 
 
S,S′-Bis-triphenylmethyl-ethylene Dicysteine (EC(Trt)2)（3）の合成 
トリフルオロ酢酸（TFA）（119 mL）に化合物（2）（4.45 g, 16.6 mmol）と triphenyl 
methanol（Trt-OH）（8.63 g, 33.2 mmol）を溶解して 2 時間撹拌した。TFA を窒素ガスで
留去した後、エーテルを加え、氷冷下 10% CH3COONa を加えて速やかに pH 3 - 5 にした。
析出した結晶を濾取してエーテル（300 mL）で洗浄し、メタノール（300 mL）に加温溶
解した。熱時濾過した後、メタノールを減圧留去して淡黄色の結晶として化合物（3）8.82 
g（収率 70.7%）を得た。1H NMR (400 MHz CD3OD) δppm: 2.56-2.63 [4H, d], 2.71-2.74 
[2H, d], 3.00-3.02 [4H, d], 7.15- 7.43 [30H, t]．FAB-MS : m/z 775 (M+Na)+, found 775. 
 
 EC(Boc)2(Trt)2（4）の合成 
化合物（3）（1.60 g, 2.12 mmol）を水：アセトニトリル＝1：1 の溶液（5.6 mL）に溶解
し、1 N NaOH（4.24 mL）を加えた。氷冷下アセトニトリル（2.6 mL）に溶解した(Boc)2O
（2.04 g, 9.32 mmol）を加え室温で一晩撹拌した。氷冷下、1 %塩酸で pH 2 にした後、酢
酸エチル（120 mL）で分液して有機層に目的物を抽出し、無水硫酸ナトリウムで乾燥させ
た後、濾過して溶媒を減圧留去した。初めにクロロホルムを、次にクロロホルム：酢酸＝
100：1 を溶出液とするシリカゲルカラムクロマトグラフィーで精製し、白色結晶の化合物
（4）0.91 g（収率 44.8%）を得た。1H NMR (400 MHz CDCl3) δppm: 1.26-1.27 [18H, s], 
2.53-2.72 [4H, d], 2.10-2.13 [2H, d], 3.14-3.31 [4H, dd], 7.12-7.42 [30H, t]．FAB-MS : m/z 
953 (M+H)+, found 953. 
 
Ethylene Dicysteine Oxorhenium(V) (Re-EC)（7）の合成: Scheme 2 
N,N’-1,2-Ethylenediylbis-L-cysteine, diethyl ester (EC(Et)2)（5）の合成 
三頸フラスコにエタノール（40 mL）、化合物（2）（1.00 g, 3.73 mmol）を入れ、－20℃
まで冷却した後、HCl ガスを飽和するまで吹き込んだ。その後 5 時間還流させ、反応液を
熱時ろ過し、結晶が析出するまでろ液を留去した後、ろ過してエタノールで洗浄し、白色
結晶として化合物（5）0.49 g（収率 40.6%）を得た。1H NMR (400 MHz (CD3)2SO) δppm: 
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1.20-1.41 [6H, t], 3.04-3.08 [4H, m], 3.40- 3.48 [4H, t], 4.19-4.32 [4H, m], 4.43-4-55 [2H, 
t]．FAB-MS : m/z 325 (M+H)+, found 325. 
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Ethylene Dicysteine Oxorhenium(V) , diethyl ester (Re-EC(Et)2)（6）の合成 
Re-EC(Et)2 の合成は以前に報告された方法に従って行った 58。化合物（5）（250 mg, 0.63 
mmol），NH4ReO4 （169 mg, 6.30 mmol），NaHCO3 （106 mg, 1.26 mmol）に窒素置換
した水 100 mL を入れ、ソニケーターによって溶かした後、15 分間窒素置換した。窒素置
換した水 50 mL に Na2S2O4（2.20 g, 12.6 mmol）を溶解させた溶液を反応液に加え、窒素
置換下、室温で 4 時間反応させた。クロロホルム 50 mL で分液し有機層に目的物を抽出し、
無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後、濾過して溶媒を減圧留去した。クロロホルム：アセ
トン＝10：1 を溶出液とするシリカゲルカラムクロマトグラフィーで精製し、紫色結晶の化
合物（6）0.20 g（収率 49.6%）を得た。1H NMR (400 MHz CDCl3) δppm: 1.14-1.17 [3H, 
t], 1.26-1.30 [3H, t], 2.92-2.96 [2H, m], 3.17-3.20 [1H, t], 3.33-3.36 [1H, q], 3.61-3.67 [2H, 
m], 3.76-3.78 [1H, m], 3.92-4.25 [4H, m], 4.28-4.31 [2H, q], 4.62-4.64 [1H, d]. FAB-MS : 
m/z 525 (M+H)+, found 525. 
 
Re-EC（7）の合成 
化合物（6）（250 mg, 0.48 mmol）にエタノール（2.0 mL），1 N NaOH（1.5 mL）を加
え、室温で 4 時間攪拌後、エタノールを留去した。その後、反応液を 10 %クエン酸で pH 3.5
にし、析出した結晶をろ取し紫色結晶（7）0.14 g（収率 61.8%）を得た。1H NMR(400 MHz 
D2O) δppm: 2.82 -2.99 [1H, t], 3.00-3.08 [1H, m], 3.10-3.19 [2H, m], 3.47-3.25 [3H, m], 
3.79-3.86 [2H, q], 4.33-4.35 [1H, d]． FAB-MS : m/z 469 (M+H)+, found 469. 
 
EC 結合ペプチド：EC-(D-Asp)5（12）および EC-[(D-Asp)5]2（13）の合成: Scheme 3-1 
保護ペプチド鎖の延長  
Nα-Fmoc 基の脱保護： 
保護基ペプチド樹脂 250 mg（0.61 mmol/g, 0.15 mmol）に 20 % 
piperidine/N,N-dimethylformamide（DMF）（v/v）1.5 mL を加え 20 分間室温で撹拌した。
反応終了後、洗浄液が中性になるまで DMF で樹脂を洗浄した。 
 
側鎖保護 Nα-Fmoc-アミノ酸誘導体の縮合反応： 
Nα-Fmoc 基を脱離した保護ペプチド樹脂 250 mg（0.15 mmol）に側鎖保護 Nα-Fmoc-ア
ミノ酸誘導体（157 mg, 0.38 mmol）と 1-hydroxybenzotriazole hydrate（58.3 mg, 0.38 
mmol）を加え、DMF 1.5 mL に溶解した後、N,N'-diisopropylcarbodiimide（60.0 µL, 0.38 
mmol）を加え、室温で 3 時間撹拌した。DMF で洗浄した後、樹脂を一部採取して Kaiser 
test59を行い、陰性を示すまで縮合反応を行った。以上の Nα-Fmoc基の脱保護と側鎖保護
Nα-Fmoc-アミノ酸誘導体の縮合反応を繰り返すことにより保護ペプチド鎖（9）を構築した。 
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EC(Boc)2(Trt)2の結合 
20% piperidine/DMF（v/v）処理によって（9）（140 mg, 76.2 µmol）の Nα-Fmoc 基を脱
離し、DMF 中で 1-hydroxybenzotriazole hydrate（15.2 mg, 99.0 µmol）と
N,N'-diisopropylcarbodiimide（15.5 µL, 99.0 µmol）の存在下で EC(Boc)2(Trt)2（48.6 mg, 
51.0 µmol）と 5 時間撹拌し、化合物（10）および（11）を得た。 
 
EC(Boc)2(Trt)2結合ペプチド鎖の樹脂からの遊離と側鎖保護基の脱離 
化合物（10）および（11）を含むそれぞれの保護 EC 結合ペプチド樹脂（140 mg, 76.2 µmol）
に氷冷下、TFA:水: thioanisole: m-cresol: triisopropylsilane:1,2-ethanedithiol= 80: 5: 5: 
2.5: 2.5: 5 の溶液（cleavage cocktail）2.8 mL を加え、1 分後室温に戻して 2 時間反応した。
ガラスフィルターで樹脂を濾取し、窒素ガスで濾液の TFA を留去した後、氷冷下エーテル
を加え、析出した白色固体を水に抽出した。水層をエーテルで 3 回洗浄した後、減圧留去
してエーテルを完全に除去し、分取用 RP-HPLC に付した。溶出液の 220 nm の吸光度を
計測し、各目的物を含む画分を集め凍結乾燥して、白色羽毛状の化合物（12）および（13）
を得た。化合物（12）は 15.2 分に溶出され、収量は 12.1 mg（収率 18.7%）であった。化
合物（13）は 19.2 分に溶出され、収量は 8.01 mg（収率 7.41%）であった。MALDI-TOF-MS : 
EC-(D-Asp)5 ; m/z 844 (M+H)+, found 844. EC-[(D-Asp)5]2 ; m/z 1419 (M+H)+, found 
1419. 
 
EC 結合ペプチド：EC-(D-Asp)10（16）の合成: Scheme 3-2 
保護ペプチド鎖の延長  
側鎖保護 Nα-Fmoc-アミノ酸誘導体の縮合反応： 
Nα-Fmoc 基を脱離した保護ペプチド樹脂 250 mg（0.15 mmol）に側鎖保護 Nα-Fmoc-
アミノ酸誘導体（157 mg, 0.381 mmol）と 1-hydroxybenzotriazole hydrate（58.3 mg, 0.38 
mmol）を加え、DMF 1.5 mL に溶解した後、N,N'-diisopropylcarbodiimide（60 µL, 0.38 
mmol）を加え、室温で 3 時間撹拌した。DMF で洗浄した後、樹脂を一部採取して Kaiser 
test60を行い、陰性を示すまで縮合反応を行った。以上の Nα-Fmoc基の脱保護と側鎖保護
Nα-Fmoc-アミノ酸誘導体の縮合反応を繰り返すことにより保護ペプチド鎖（14）を構築し
た。 
 
EC(Boc)2(Trt)2の結合 
20% piperidine/DMF（v/v）処理によって（14）（175 mg, 76.2 µmol）の Nα-Fmoc 基
を脱離し、DMF 中で 1-hydroxybenzotriazole hydrate（23.4 mg, 153 µmol）と
N,N'-diisopropylcarbodiimide（24.0 µL, 153 µmol）の存在下で EC(Boc)2(Trt)2（109 mg, 
114 µmol）と 5 時間撹拌し、（15）を得た。 
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EC(Boc)2(Trt)2結合ペプチド鎖の樹脂からの遊離と側鎖保護基の脱離 
化合物（15）を含む保護 EC 結合ペプチド樹脂（72.0 mg, 38.1 µmol）に氷冷下、TFA:
水: thioanisole: m-cresol: triisopropylsilane: 1,2-ethanedithiol= 80: 5: 5: 2.5: 2.5: 5 の溶
液（cleavage cocktail）1.3 mL を加え、1 分後室温に戻して 2 時間反応した。ガラスフィ
ルターで樹脂を濾取し、窒素ガスで濾液の TFA を留去した後、氷冷下エーテルを加え、析
出した白色固体を水に抽出した。水層をエーテルで 3 回洗浄した後、減圧留去してエーテ
ルを完全に除去し、分取用 RP-HPLC に付した。溶出液の 220 nm の吸光度を計測し、12.7
分に溶 
出した画分を凍結乾燥して、白色羽毛状の化合物（16）2.16 mg （収率 3.99%）を得た。
MALDI-TOF-MS : EC-(D-Asp)10 ; m/z 1419 (M+H)+, found 1419. 
 
Re-EC 結合ペプチド：Re-EC-(D-Asp)5（19）および Re-EC-[(D-Asp)5]2（20）の合成: Scheme 
4-1 
Re-EC の結合 
20% piperidine/DMF（v/v）処理によって化合物（9）（70.0 mg, 38.1 µmol）の Nα-Fmoc
基を脱離し、dimethyl sulfoxide 中で 1-hydroxybenzotriazole hydrate（11.7 mg, 76.2 
µmol）と N,N'-diisopropylcarbodiimide（11.9 µL, 76.2 µmol）の存在下で Re-EC（5）（26.7 
mg, 57.2 µmol）と 5 時間撹拌し、化合物（17）および化合物（18）をそれぞれ得た。 
 
Re-EC 結合ペプチド鎖の樹脂からの遊離と側鎖保護基の脱離 
化合物（17）および（18）を含むそれぞれの Re-EC 結合ペプチド樹脂（40.0 mg, 19.0 
µmol）に氷冷下、TFA: 水: triisopropylsilane =95: 2.5: 2.5 の溶液（cleavage cocktail）
0.8 mL を加え、1 分後室温に戻して 2 時間反応した。ガラスフィルターで樹脂を濾取し、
窒素ガスで濾液の TFA を留去した後、氷冷下エーテルを加え、析出した白色固体を水に抽
出した。水層をエーテルで 3 回洗浄した後、減圧留去してエーテルを完全に除去し、分取
用 RP-HPLC に付した。溶出液の 245 nm の吸光度を計測し、各目的物を含む画分を集め
凍結乾燥して、紫白色羽毛状の化合物（19）および（20）を得た。化合物（19）は 18.5
分および 25.3 分に溶出され、収量は 4.26 mg（収率 21.5%）および 3.28 mg（収率 16.6%）
であった。化合物（20）は 28.6 分に溶出され収量は 4.08 mg（収率 13.3%）であった。
ESI-MS : Re-EC-(D-Asp)5 ; m/z 1042 (M-H)-, found 1042. Re-EC-[(D-Asp)5]2; m/z 1617  
(M-H)-, found 1617. 
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Reagents: (a) Fmoc solid-phase elongation; (b) i) 20% Piperidine/DMF, ii) Re-EC, 
1-hydroxytriazole hydrate, N, N'-diisopropylcarbodiimide; (c) TFA: H2O: thioanisole: 
m-cresol =95: 2.5: 2.5. 
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Re-EC 結合ペプチド：Re-EC-(D-Asp)10 22）の合成: Scheme 4-2 
Re-EC の結合 
20% piperidine/DMF（v/v）処理によって化合物（14）（80 mg, 38.1 µmol）の Nα-Fmoc
基を脱離し、dimethyl sulfoxide 中で 1-hydroxybenzotriazole hydrate（11.7 mg, 76.2 
µmol）と N,N'-diisopropylcarbodiimide（11.9 µL, 76.2 µmol）の存在下で Re-EC（26.7 mg, 
57.2 µmol）と 5 時間撹拌し、化合物（21）を得た。 
 
Re-EC 結合ペプチド鎖の樹脂からの遊離と側鎖保護基の脱離 
化合物（21）を含む Re-EC 結合ペプチド樹脂（90.0 mg, 40.5 µmol）に氷冷下、TFA: 水: 
triisopropylsilane =95: 2.5: 2.5 の溶液（cleavage cocktail）1.8 mL を加え、1 分後室温に
戻して 2 時間反応した。ガラスフィルターで樹脂を濾取し、窒素ガスで濾液の TFA を留
去した後、氷冷下エーテルを加え、析出した白色固体を水に抽出した。水層をエーテルで
3 回洗浄した後、減圧留去してエーテルを完全に除去し、分取用 RP-HPLC に付した。溶
出液の 245 nm の吸光度を計測し、各目的物を含む画分を集め凍結乾燥して、紫白色羽毛
状の化合物（22）を得た。化合物（22）は 29.0 分および 31.7 分に溶出され、収量はそれ
ぞれ 0.40 mg （収率 0.61%）および 0.60 mg （収率 0.92%）であった。ESI-MS : 
Re-EC-(D-Asp)10 ; m/z 1617 (M-H)-, found 1617. 
 
 
1. 1. 3.  99mTc-標識合成 
EC-(D-Asp)5（12），EC-[(D-Asp)5]2（13）および EC-(D-Asp)10（16）の 99mTc 標識合成 
99mTc-GH の作製 
α-D-Glucoheptonic acid（GH）4.0 mgおよび塩化第一スズ 1.2 µg からなる凍結乾燥した
GH-kitに 99mTcO4 -溶液 1.0 mLを加え、室温で 20分反応し、[GH] = 4.0 mg/mLの 99mTc-GH
を得た。99mTc-GHの生成は展開溶媒にアセトンを用いたTLC（99mTc-GHはRf = 0, 99mTcO4-
は Rf = 1.0）により確認した。 
 
Oligo-Asp 結 合 99mTc-EC （ 99mTc-EC-(D-Asp)5 ， 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 お よ び
99mTc-EC-(D-Asp)10）の作製 
EC-(D-Asp)5（0.17 mg, 0.20 mol），EC-[(D-Asp)5]2（0.28 mg, 0.20 mol）および
EC-(D-Asp)10（0.28 mg, 0.20 mol）を窒素置換した 0.1 M Tris-HCl buffer（pH 9.0）200 
L にそれぞれ溶解し、1 mM 溶液とした。それぞれの溶液 100 L を[GH] = 4 mg/mL の
99mTc-GH 溶液（100 L）に加え、25℃で 30 分間反応した。実験には saline で 10 倍希
釈して用いた。この時、それぞれの 99mTc 錯体の peptide 濃度は 50 M であった。 
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1. 1. 4.  ヒドロキシアパタイト（HA）結合性  
それぞれの oligo-Asp結合 99mTc-ECのHAへの結合性をKasugaiら 51に準じた方法を用
いて評価した。 
 
HA（1.0, 0.1, 0.01 mg）を含む溶液 150 µL に RP-HPLC で精製した 50 µL（20 nCi）
の oligo-Asp 結合 99mTc-EC を加え室温で 1 時間振蘯した後、10,000×g で 5 分間遠心し上
清（100 µL）の放射活性を測定することにより HA に結合している 99mTc 錯体の割合を求
めた。対照実験としては HA を加えずに同様の操作を行った。 
 
HA binding (%) = 100－(unbound fraction cpm) / (control fraction cpm)×100. 
 
 
1. 1. 5.  血漿中における安定性 
マウス血漿 380 µL を 37℃で 5 分間インキュベートした後、oligo-Asp 結合 99mTc-EC
（99mTc-EC-[(D-Asp)5]2， 99mTc-EC-(D-Asp)5および 99mTc-EC-(D-Asp)10）（[peptide] = 50 
µM）20 µL（2.4 µCi）と混和し、経時的（10 分，1 時間後）に一万カットフィルターで処
理したものを RP-HPLC に付し 99mTc 錯体の化学形を分析した。 
 
1. 1. 6.  血漿タンパク結合性 
マウス血漿 380 µL を 37℃で 5 分間インキュベートした後、oligo-Asp 結合 99mTc-EC
（99mTc-EC-(D-Asp)5，99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 または 99mTc-EC-(D-Asp)10）（[peptide] = 50 
µM）20 µL（2.4 µCi）と混和し、10 分後に展開溶媒に saline を用いた PC により 99mTc 錯
体の血漿タンパク質との結合性を評価した。 
 
1. 1. 7.  99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 の尿分析 
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 （[peptide] = 50 µM） 100 µL （12 µCi）を 1 群 3 匹としてマウ
スに尾静脈投与し、投与後 6 時間までの尿中放射性化合物を一万カットフィルターで処理
し、RP-HPLC で分析した。 
 
1. 1. 8.  マウス体内動態 
それぞれの oligo-Asp 結合 99mTc-EC（99mTc-EC-(D-Asp)5，99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 または
99mTc-EC-(D-Asp)10）を 100 µL （3.0 µCi）ずつマウスに尾静脈投与し、マウス体内での
放射性物質の挙動を検討した。1 群 4-5 匹とし、投与 10 分、1 時間、3 時間、6 時間、24
時間後に屠殺し、採血、解剖し、各臓器の重量と放射線量を測定した。 
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1. 1. 9.  統計学的解析 
統計学的解析には unpaired Student's t-test を用い、p <0.05 を有意として評価した。 
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1. 2.  結果 
1. 2. 1.  Oligo-Asp 結合 EC（ EC-[(D-Asp)5]2，EC-(D-Asp)5および EC-(D-Asp)10）の合成 
EC-[(D-Asp)5]2、EC-(D-Asp)5および EC-(D-Asp)10は Nα-Fmoc を保護基とした固相法
により合成した。側鎖保護(D-Asp)5，(D-Asp)10を構築した後、EC(Boc)2(Trt)2を反応させ、
それぞれの前駆体を得た。構築したそれぞれの保護ペプチド樹脂を，TFA 溶液で処理し粗
生成物を得た。これらをそれぞれ分取用カラムに付し、目的の画分を回収した後、凍結乾
燥し白色羽毛状の化合物を得た。EC-(D-Asp)5は収率18.7%、EC-[(D-Asp)5]2は収率7.40%、
EC-(D-Asp)10の収率は 3.99%であった。 
 
 
1. 2. 2.  99mTc 標識合成 
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2は 11.9 分に単一のピークで得られ、Re-EC-[(D-Asp)5]2の保持時間
とほぼ一致した。一方、99mTc-EC-(D-Asp)5は RP-HPLC を用いた分析において、9.0 分お
よび 10.6 分に 2 つの放射線ピークが観察され、合成した非放射性 Re 錯体である
Re-EC-(D-Asp)5の保持時間とほぼ一致した（Fig. 7）。99mTc-EC-(D-Asp)10でも同様に 10.5
分と 11.2 分に 2 つのピークが観察され、Re-EC-(D-Asp)10の保持時間とほぼ一致した。放
射化学的純度はいずれの錯体においても 97%以上で得られた。 
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Fig. 7 RP-HPLC による 185/187Re および 99mTc 錯体の分析 
(a-1) 185/187Re-EC-[(D-Asp)5]2, (a-2) 185/187Re-EC-(D-Asp)10, (a-3) 185/187Re-EC-(D-Asp)5, 
(b-1) 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2,   (b-2) 99mTc-EC-(D-Asp)10,   (b-3) 99mTc-EC-(D-Asp)5. 
 
- 24 - 
1. 2. 3.  99mTc-EC-(D-Asp)5標識合成で観察された前後２つのピークの検討 
HA 結合性 
RP-HPLC で分離した 99mTc-EC-(D-Asp)5の成分について、両錯体間で HA 結合性に相
違は観察されなかった（Fig. 8）。 
 
マウス体内動態 
同様に 99mTc-EC-(D-Asp)5 の成分をマウスに投与した後の放射性物質体内分布の経時的
変化を Table 1 に示す。両錯体は血液中から速やかに消失し、骨や腎臓などの各臓器への
集積は同程度であり、両錯体間での相違は観察されなかった。 
 
 
 
 
 
Fig. 8 99mTc-EC-(D-Asp)5 の 2 種類の成分の HA との結合性 
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Table 1. 99mTc-EC-(D-Asp)5 の 2 種類の放射線成分投与後のマウス体内分布 
 
Time after injection 
 10 min 1 h 3 h 6 h 24 h 
99mTc-EC-(D-Asp)5  first component 
Blood 2.75 (0.35) 0.23 (0.05) 0.21 (0.04) 0.08 (0.01) 0.01 (0.00) 
Bone 10.89 (1.21) 9.49 (1.02) 8.32 (0.74) 6.86 (0.40) 3.01 (0.37) 
Liver  1.30 (0.31) 0.13 (0.03) 0.14 (0.03) 0.11 (0.02) 0.09 (0.01) 
Kidney 8.09 (1.20) 5.10 (0.38) 5.41 (0.41) 4.88 (0.41) 1.37 (0.27) 
Stomach a 0.53 (0.09) 0.05 (0.01) 0.04 (0.01) 0.02 (0.01) 0.21 (0.06) 
Bone/Blood 4.00 (0.58) 42.0 (12.2) 41.3 (7.10) 90.5 (17.0) 243 (43.3) 
99mTc-EC-(D-Asp)5  second component 
Blood 3.13 (0.39) 0.24 (0.07) 0.21 (0.04) 0.08 (0.01) 0.01 (0.00) 
Bone 11.63 (0.32) 9.85 (0.38) 8.40 (0.98) 6.72 (0.38) 3.47 (0.62) 
Liver  1.09 (0.20) 0.12 (0.02) 0.18 (0.10) 0.12 (0.04) 0.09 (0.01) 
Kidney 9.61 (1.36) 5.07 (0.80) 5.11 (0.47) 4.97 (0.40) 2.32 (0.56) 
Stomacha 0.38 (0.03) 0.08 (0.06) 0.04 (0.01) 0.02 (0.01) 0.15 (0.07) 
Bone/Blood 3.75 (0.38) 44.3 (11.8) 42.2 (10.7) 82.7 (16.8) 244 (32.0) 
 
Tissue radioactivity is expressed as %ID/g; n = 4-5; results are reported as means 
(S.D.). 
a Expressed as %ID. 
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1. 2. 4.  HA 結合性 
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 、99mTc-EC-(D-Asp)5 もしくは 99mTc-EC-(D-Asp)10の HA 結合率
は、1.0 mgの HA 条件ではいずれの 99mTc 錯体も HA と 90%以上結合したが、HA の量を
低下させるにつれて、それぞれの 99mTc 錯体の HA との結合率は減少した（Fig. 9）。 
 
 
1. 2. 5.  血漿中における安定性 
マウス血漿中では、いずれの oligo-Asp 結合 99mTc-EC もほとんどが未変化体として存在
し、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2、99mTc-EC-(D-Asp)5および 99mTc-EC-(D-Asp)10は、1 時間後に
それぞれ 97.5 ± 0.70%、98.8 ± 0.15%および 94.3 ± 0.56%であった（Table 2）。 
 
 
1. 2. 6.  血漿タンパク結合性 
マウス血漿中では、いずれの oligo-Asp 結合 99mTc-EC も血漿タンパク質とはほとんど結
合性を示さず、その結合率は 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 、 99mTc-EC-(D-Asp)5 および
99mTc-EC-(D-Asp)10でそれぞれ 0.23 ± 0.05%、0.14 ± 0.03%および 0.19 ± 0.07%であった
（Table 3）。 
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Fig. 9 99mTc 錯体の HA との結合性 
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Table 2. 99mTc 錯体のマウス血漿中での安定性 
 
99mTc-labeled compounds 
Stability (%) 
10 min 1 hour 
99mTc-EC- [(D-Asp)5]2 97.6 (0.10) 97.5 (0.70) 
99mTc-EC-(D-Asp)10 94.9 (0.15) 94.3 (0.56) 
99mTc-EC-(D-Asp)5 98.1 (0.66) 98.8 (0.15) 
  
Results are reported as means (S.D.); n=3. 
 
 
 
 
Table 3. 99mTc 錯体のマウス血漿タンパク結合性 
 
99mTc-labeled compounds Protein binding (%) 
99mTc-EC- [(D-Asp)5]2 0.23 (0.05) 
99mTc-EC-(D-Asp)10 0.19 (0.07) 
99mTc-EC-(D-Asp)5 0.14 (0.03) 
 
Results are reported as means (S.D.); n=3 
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1. 2. 7.  99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 の尿分析 
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の投与後 6時間までに排泄された尿をRP-HPLCで分析した結果、
88.2 ± 2.8%が 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2と同じ保持時間に溶出された。 
 
 
1. 2. 8.  マウス体内動態 
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2、99mTc-EC-(D-Asp)5および 99mTc-EC-(D-Asp)10をマウスに投与し
た後の放射性物質体内分布の経時的変化を Table 4、Fig. 10 に示す。Oligo-Asp 結合
99mTc-EC の血液中からの消失はいずれも速やかであり、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2が最も速く、
次いで 99mTc-EC-(D-Asp)10、99mTc-EC-(D-Asp)5 の順であった。99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 と
99mTc-EC-(D-Asp)10は投与 1時間後に骨で 24%ID/g以上の集積を示し、99mTc-EC-(D-Asp)5
（9%ID/g）と比較して遙かに高い骨への集積を示した。また 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 と
99mTc-EC-(D-Asp)10 は骨へ同程度の集積を示した。骨と血液との比では、血液クリアラン
スの速やかな 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2は 99mTc-EC-(D-Asp)10に比べて高い値を与えた。いず
れの 99mTc 錯体も投与早期に腎臓での放射活性が観察されたが、時間経過に伴って減少し、
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 が 99mTc-EC-(D-Asp)10 および 99mTc-EC-(D-Asp)5 に比べて有意に速
やかな消失を示した。いずれの錯体も胃、肝臓、脾臓、膵臓、筋肉、心臓、肺へはほとん
ど集積しなかった。 
Oligo-Asp 結合 99mTc-EC はいずれも、66.2%ID以上の放射活性が投与後 24 時間までに
尿中に排泄され、糞便中への排泄は尿中排泄に比べて少なかった。 
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Table 4.  99mTc-EC-[(D-Asp)5]2, 99mTc-EC-(D-Asp)10, 99mTc-EC-(D-Asp)5 
投与後のマウス体内分布 
Time after injection 
 10 min 1 h 3 h 6 h 24 h 
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 
Blood 2.42 (0.36) 0.11 (0.01) 0.03 (0.01) 0.02 (0.00) 0.01 (0.00) 
Bone 18.08 (1.89) 27.33 (0.87) 19.10 (3.03) 15.60 (2.68) 15.79 (1.29) 
Liver 0.62 (0.13) 0.15 (0.01) 0.16 (0.07) 0.13 (0.03) 0.14 (0.04) 
Kidney 9.17 (3.01) 2.77 (0.62) 2.26 (0.34) 1.28 (0.20) 0.89 (0.17) 
Stomach a 0.26 (0.05) 0.04 (0.01) 0.03 (0.02) 0.14 (0.22) 0.14 (0.08) 
Bone/Blood 7.56 (0.90) 258 (33.4) 638 (182) 679 (89.1) 1232 (160) 
99mTc-EC-(D-Asp)10 
Blood 2.30 (0.36) 0.14 (0.02) b 0.05 (0.01) 0.04 (0.03) 0.02 (0.01) 
Bone 16.20 (1.80) 24.28 (2.33) b 21.16 (3.79) 16.02 (1.55) 14.72 (1.86) 
Liver 0.60 (0.09) 0.15 (0.02) 0.15 (0.02) 0.13 (0.01) 0.12 (0.02) 
Kidney 11.49 (3.24) 4.74 (1.03) b 3.96 (0.73) b 3.30 (0.34) b 2.37 (0.56) b 
Stomach a 0.23 (0.11) 0.08 (0.02) b 0.06 (0.01) b 0.10 (0.09) 0.13 (0.07) b 
Bone/Blood 7.09 (0.41) 180.2 (12.9) b 468 (48.0) 459 (197) 949 (262) b 
99mTc-EC-(D-Asp)5 
Blood 2.83 (0.17) 0.22 (0.05) b 0.13 (0.03) b 0.07 (0.02) b 0.03 (0.00) b 
Bone 11.08 (0.85) b 9.57 (1.44) b 8.06 (1.06) b 6.80 (0.80) b 4.91 (0.70) b 
Liver 0.72 (0.05) 0.17 (0.02) 0.20 (0.03) b 0.18 (0.02) 0.14 (0.03) 
Kidney 10.58 (3.81) 5.05 (1.56) b 5.00 (1.01) b 4.21 (0.89) b 2.49 (0.27) b 
Stomach a 0.28 (0.03) 0.04 (0.01) 0.08 (0.03) b 0.12 (0.11) 0.63 (0.59) b 
Bone/Blood 3.93 (0.32) b 43.7 (5.18)b 67.6 (19.2) b 108 (26.1) b 186 (31.9) b 
Tissue radioactivity is expressed as %ID/g ; n = 4-5; results are reported as means 
(S.D.). 
a Expressed as %ID. 
b Significances determined by unpaired Student's t-test; p<0.05 compared to 
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2. 
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Fig. 10 99mTc 錯体投与 24 時間後までに排泄された尿および糞便の放射活性 
a; 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2， b; 99mTc-EC-(D-Asp)10， c; 99mTc-EC-(D-Asp)5 
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1. 3.  考察 
現在臨床で使用されている 99mTc-MDP や 99mTc-HMDP などの 99mTc-BP は 99mTc と BP
からなる多核錯体であり、さまざまな化学形を含む。それぞれの化学形は異なる分子サイ
ズや電荷を有するため、その体内動態の制御は困難である。今回作製した
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2は、RP-HPLC により分析したところ単一のピークとして観察され、
また、質量分析により構造を確認した Re-EC-[(D-Asp)5]2 と同様の保持時間を示した。
Re-EC-[(D-Asp)5]2 は、Re-EC を作製した後、(D-Asp)5 を結合して作製していることから、
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の保持時間が Re-EC-[(D-Asp)5]2と同様であったことは、99mTc が EC
と錯形成し 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 として単一に存在していることを示唆する。一方、
99mTc-EC 錯 体 に (D-Asp)5 ま た は (D-Asp)10 を 結 合 し た 99mTc-EC-(D-Asp)5 、
99mTc-EC-(D-Asp)10を RP-HPLC により分析したところ、保持時間がわずかに異なる 2 つ
の放射活性ピークが観察された。それぞれの非放射性 Re 錯体の RP-HPLC 分析においても
同様に 2 つの生成物が観察され（Fig. 7）、質量分析から両者は同じ分子量であった。非対
称のN2S2型配位子と 99mTcまたはReとが形成する錯体では同様の現象が数多く観察され、
これらはN2S2配位子の置換基と 99mTcに配位する酸素原子とが syn型あるいは anti型の配
置をとる立体異性体であることが報告されている 61。したがって、本検討において観察され
た 2 つのピークも立体異性体と考えられた。また、両者の間で HA との結合性（Fig. 9）、
およびマウス体内動態に相違は観察されなかった（Table 1）。このような結果からもこれら
2 つの化合物は同様の構造を有していると考えられた。以後の 99mTc-EC-(D-Asp)5 および
99mTc-EC-(D-Asp)10 の評価では異性体を分離せずに使用した。 
放射性薬剤の血漿タンパク質との結合は、血液クリアランスの遅延を招き、その結果、
投与から撮像までの時間を延長する。そこで、oligo-Asp を結合した 3 種類の 99mTc 錯体の
血漿タンパク結合性を評価した。99mTc-EC-[(D-Asp)5]2および比較の目的で作製したいずれ
の oligo-Asp 結合 99mTc-EC も、タンパク結合はほとんど観察されなかった（Table 3）。そ
の結果、いずれの oligo-Asp 結合 99mTc-EC も速やかな血液クリアランスを示した。中でも
投与 1 時間後において 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の血液中の放射活性は、99mTc-EC-[(D-Asp)10
の放射活性に比べて有意に低く、その他の時間においても低値を示した。また、これら 3
種類の oligo-Asp 結合 99mTc-EC の血漿中安定性を評価したところ、いずれも安定に存在し
た。生体内で 99mTc 錯体が崩壊して 99mTcO4－が遊離されると放射活性は胃に集積する。本
検討では胃への放射活性の集積が観察されなかった。また、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2投与後の
尿分析より、排泄された放射活性の多くが 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2として存在したことは
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2は生体内で安定であったことを示す。これは 99mTc と安定な錯体を形
成する EC を配位子に選択し、生体内で安定な(D-Asp)5を用いた所期の薬剤設計の妥当性
を示す。 
HA 結合性を検討したところ、3 種類の錯体とも 1 mg の HA を使用した際は、90%以上
の HA 結合性を示した。99mTc-EC は HA への結合性を示さなかった（データ非表示）こと
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から、oligo-Asp を結合した 3 種類の 99mTc 錯体の骨への集積は oligo-Asp 鎖の HA 結合能
に由来することが示された。いずれの HA 量においても 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 は
99mTc-EC-(D-Asp)10とほぼ同等で 99mTc-EC-(D-Asp)5 に比べて高い HA 結合性を示した。
このような HA への結合性の相違はマウス投与後の骨集積にも反映され、
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2および 99mTc-EC-(D-Asp)10 は 99mTc-EC-(D-Asp)5 に比べて有意に高
い骨集積を示した（Table 4）。HA への oligo-Asp の親和性は Asp の残基数に由来すると
考えられる。また、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2と 99mTc-EC-(D-Asp)10は同程度の HA 結合性と
骨への結合性を示したことから、総 Asp 数が同じであれば分子内で Asp が分割して存在
しても、親和性は影響を受けないと考えた。 
以上の結果より、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 は単一の錯体を与える一方、低いタンパク結合
性および生体内での高い安定性を示した。さらに HA への高い親和性と骨への高い集積性
を示したことから、骨機能診断薬剤としての基礎的な性質を有すると考えた。 
- 34 - 
第二章  新規設計薬剤の疾患骨への選択性の評価 
 
第一章では、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 が単一の錯体を与える一方、低いタンパク結合性お
よび生体内での高い安定性を有することを示した。さらに HA への高い親和性と骨への高
い集積性を示したことから、骨機能診断薬剤として基礎的な性質を有することを示した。 
第二章では、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 の疾患骨への選択性を評価するために、臨床に使用
される 99mTc-MDP を比較対象として、HA 結合性、分子サイズの評価、正常マウスによる
体内動態の評価および小動物用 SPECT/CT 装置を用いた骨形成モデルラットにおける骨
形成部／正常骨部の集積比の比較を行い、本薬剤設計の有用性を検討した。 
 
 
2. 1.  方法 
2. 1. 1.  試薬・機器 
テクネ MDP キット®は富士フィルム RI ファーマ（Tokyo, Japan）の製品を用いた。限
外濾過膜膜は Amicon Ultra-4（NMCW: 10kDa, 30kDa）（日本ミリポア, Tokyo, Japan）
を用いた。 
実験動物は、ddy 系クリーンマウス（雄）5 週齢（日本 SLC）（27– 31 g），および Sprague 
Dawleyラット（雄）4 週齢（日本 SLC）（75– 90 g）を使用した。前立腺がん細胞 AT6-1
は European Collection of Cell Cultures より購入し、培養には 75 cm2フラスコ（Becton, 
Dickinson and Company, Tokyo, Japan）を用いて行った。培地には 10%の FBS（Nippon 
Bio-Supply Center, Tokyo, Japan）、2 mM Glutamine および 250 nM Dexamethasone を
添加した RPMI-1640 培地（Sigma-Aldrich, Tokyo, Japan）を使用した。フラスコは 37℃、
5% CO2雰囲気下でインキュベートした。 Single Photon Emission Computed 
Tomography（SPECT）を用いた撮像は小動物用 SPECT/CT 装置 4 ヘッドガンマカメラ
FX-3200（Gamma Medica-Ideas, CA, USA）を用いて実施した。その他の本章で使用する
試薬、機器は第一章と同様の試薬、機器を用いた。 
 
 
2. 1. 2.  化合物の合成 および 標識薬剤の調製 
99mTc- EC-[(D-Asp)5]2の合成 
第一章と同法で行った。 
 
99mTc-MDP の合成 
テクネMDPキット®に、99mTcO4－溶液2.0 mLを加えよく振蘯した後、室温で5分静置する
ことにより得た。放射化学的純度は展開溶媒にアセトンを用いたTLC（99mTc-MDPはRf =0，
99mTcO4－はRf =1.0）、および展開溶媒にsalineを用いたPC（99mTc-MDP はRf =1.0, 99mTcO4-
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はRf =0.6-0.7）により求めた。実験では標識した99mTc-MDPをsalineで1000倍希釈して用
いた。この時、試料溶液に含まれるMDP濃度は3.75 µg/mL（21.3 µM）であった。 
 
 
2. 1. 3.  HA 結合性 
Kasugai らの方法 51に準じて評価した。HA（1.0, 0.1, 0.01 mg）を含む溶液 150 µL に
TBS 50 µL と 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 （[peptide] = 50 µM）50 µL（0.6 µCi）、または
99mTc-MDP（[peptide] = 21.3 µM）50 µL（0.4 µCi）を加え室温で 1 時間振蘯した後、10,000 
× g で 5 分間遠心し上清（100 µL）の放射活性を測定することにより HA に結合している
99mTc 錯体の割合を求めた。対照実験としては HA を加えずに同様の操作を行い、1.1.4 に
従って結合率を算出した。 
 
 
2. 1. 4.  限外濾過膜に対する錯化合物の透過性 
150 µL の 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2（[peptide] = 50 µM）または 99mTc-MDP（[MDP] = 21.3 
µM）を 0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4）2850 µL に溶解した溶液 3 mL を Amicon Ultra-4
（NMCW: 10kDa, 30kDa）に添加し、回転速度 3000 rpm（780 × g）で 10 分間遠心した。
遠心後の透過液に含まれる放射活性から、99m Tc 標識錯際の各限外濾過膜における透過性を
求めた。さらに、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2（[peptide] = 50 µM）は 0.1 M クエン酸緩衝液（pH 
2.5）、0.1 M リン酸緩衝液（pH 9.0）に溶解した際の Amicon Ultra-4（NMCW: 10kDa）
における透過性を同様に評価した。 
 
 
2. 1. 5.  マウス体内動態 
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2（[peptide] = 50 µM）または 99mTc-MDP （[MDP] = 21.3 µM）100 
µL（10 µCi）をマウスに尾静脈投与し、マウス体内での放射性物質の挙動を検討した。1
群 4- 5 匹とし、投与 10 分、1 時間、3 時間、6 時間、24 時間後に屠殺し、採血、解剖し、
各臓器の重量と放射活性を測定した。また、投与後 24 時間までに排泄された尿および糞便
の放射活性を測定した。 
 
 
2. 1. 6.  骨転移がんモデルラットの作成 
ラットへの造骨性腫瘍の移植は Lamoureux らの方法 62に準じて実施した。すなわち、4
週齢の Sprague Dawley ラットをペントバルビタール麻酔下、左右大腿部に作成した穴の
左側には 50 µL の 1.2%アルギン酸ナトリウム水溶液を注入、右側にはアルギン酸ナトリウ
ム水溶液に懸濁した 6 × 106個の AT6-1 細胞を移植した。移植後、直ちに穴をボーンワック
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ス（瑞穂医科工業，Tokyo, Japan）で塞ぎ、皮膚を縫合し、処置の 8 週間後（12 週齢，ラ
ット重量：150-180 g）に小動物用 SPECT/CT 装置を用いたイメージングに用いた。 
 
 
2. 1. 7.  小動物用 SPECT/CT 装置による骨転移がんモデルラットのイメージング 
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2（[peptide] = 250 µM） 250 µL （0.46 - 0.65 mCi）、もしくは
99mTc-MDP（2 mM）250 µL（0.54 - 0.62 mCi）をラットの尾静脈に投与し、1.5%イソフ
ルラン麻酔下、0.5 mm 5 穴マルチピンホールコリメーターを用い、投与 1 時間後に 30 分
間かけて SPECT／CT 画像を撮像した（ROR 70, 30 sec/flame, 60 flame）。SPECT 画像か
ら骨形成部および対照となる正常骨を関心領域（region of interest, ROI）とする集積
standardized uptake value(SUV)（counts/pixel）を計算した。なお、造骨性腫瘍による骨
形成部の ROI は目視により腫瘍周囲を手作業で描出し、正常骨の ROI は、反体側の大腿部
における対応する領域とした。 
 
 
2. 1. 8.  統計学的解析 
統計学的解析には unpaired Student's t-test を用い、p <0.05 を有意として評価した。 
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2. 2.  結果 
2. 2. 1.  HA 結合性 
  99mTc-EC-[(D-Asp)5]2は HA 1.0 mgの条件では HA と 90%以上結合し、99mTc-MDP と同
等以上の結合率が観察された（Fig. 11）。99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の HA との結合率は HA の
量を低下させるにつれて減少したが、いずれの濃度においても 99mTc-MDP に比べてわずか
に高い HA 結合率を示した。 
 
 
2. 2. 2.  限外濾過膜に対する錯化合物の透過性 
三万カットフィルターではいずれの 99mTc錯体も90%以上が膜を透過した（Fig. 12（a））。
一方、一万カットフィルターでは、99mTc-MDP（69.4 %）に対して 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2
では透過性が有意に低値（21.2%）を示していた（Fig. 12（a））。さらに、 0.1 M クエン
酸緩衝液 （pH 2.5）に溶解した際の 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の一万カット膜に対する透過性
は、0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4 または pH 9.0）に溶解した際の透過性に比べて有意に高
値を示した（Fig. 12（b））。なお、データには示さないが、酸性条件に溶解した
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2は RP-HPLC により intact であることを確認している。 
 
 
2. 2. 3.  マウス体内動態  
両 99mTc 錯化合物のマウス体内分布の経時変化を Table 5 に示す。99mTc 錯体の血中から
の消失は速やかであった。骨への集積は 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2では投与 1時間後で 24%ID/g
以上の骨集積を示した。骨と血液の比を比較したところ、血液クリアランスの速やかな
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2は投与後 1 時間以降、99mTc-MDP より高い値を与えた。
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2は投与早期に腎臓での放射活性が観察されたが、時間経過に伴い減少
し、速やかな消失を示した。いずれの錯体も胃、肝臓、脾臓、筋肉、心臓、肺へはほとん
ど集積を示さなかった。 
99mTc-MDP と 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の体内動態を比較すると、骨への集積は 99mTc-MDP 
の方が 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2よりも投与早期から有意に高いが、血液の放射活性は
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2は投与後 1 時間以降、99mTc-MDP よりも有意に低くなった。結果、骨
／血液比は投与後 1 時間以降、99mTc-MDP よりも 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の方が有意に高く
なり、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の投与 1 時間後の骨／血液比が 99mTc-MDP の投与 3 時間後の
骨／血液比とほぼ同じ値を示した。腎臓への集積は 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2に比べて
99mTc-MDP で投与後 1 時間以降、有意に低くなった。 
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2. 2. 4.  小動物用 SPECT/CT 装置による骨転移がんモデルラットのイメージング 
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2または 99mTc-MDP を骨転移モデルラットに投与した後の全身の
SPECT像および集積を計数処理した結果をFig. 13に示す。99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の集積は、
正常骨では 99mTc-MDP よりも低下していた。一方、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の疾患骨への集
積は 99mTc-MDP と同程度であった。 
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Fig. 11 99mTc 錯体の HA との結合性 
 
 
 
 
Fig. 12 99mTc 錯体の限外濾過膜透過性の評価 
(a) pH7.4, (b) pore: 10 kDa, Significances determined by unpaired Student's 
t-test; *: p <0.05  
- 40 - 
 
 
 
Table 5. 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2および 99mTc-MDP 投与後のマウス体内分布 
 
Time after injection 
 10 min 1 h 3 h 6 h 24 h 
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 
Blood 2.42 (0.36) 0.11 (0.01) 0.03 (0.01) 0.02 (0.00) 0.01 (0.00) 
Bone 18.08 (1.89) 27.33 (0.87) 19.10 (3.03) 15.60 (2.68) 15.79 (1.29) 
Liver  0.62 (0.13) 0.15 (0.01) 0.16 (0.07) 0.13 (0.03) 0.14 (0.04) 
Kidney 9.17 (3.01) 2.77 (0.62) 2.26 (0.34) 1.28 (0.20) 0.89 (0.17) 
Stomach a 0.26 (0.05) 0.04 (0.01) 0.03 (0.02) 0.14 (0.22) 0.14 (0.08) 
Bone/Blood 7.56 (0.90) 258 (33.4) 638 (182) 679 (89.1) 1232 (160) 
99mTc-MDP 
Blood 2.21 (0.27) 0.18 (0.01) b 0.11 (0.01) b 0.06 (0.01) 0.05 (0.02) b 
Bone 28.40 (3.47) b 33.41 (1.87) b 25.70 (1.59) b 26.82 (1.44) b 26.97 (3.78) b 
Liver  0.60 (0.06) 0.22 (0.06) 0.13 (0.03) 0.13 (0.01) 0.13 (0.03) 
Kidney 7.16 (1.90) 1.61 (0.22) b 1.03 (0.11) b 0.92 (0.23) 0.68 (0.08) b 
Stomach a 0.55 (0.09) b 0.77 (0.20) b 0.40 (0.09) b 0.27 (0.08) 0.41 (0.20) b 
Bone/Blood 13.0 (2.08) b 184 (15.5) b 246 (38.8) b 484 (46.2) b 528 (127) b 
 
Tissue radioactivity is expressed as %ID/g ; n = 4-5; results are reported as means 
(S.D.). 
a Expressed as %ID. 
b Significances determined by unpaired Student's t-test; p <0.05 compared to 
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2. 
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 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2 99mTc-MDP 
Tumor (SUV) 0.11 (0.04) 0.16(0.08) 
Normal (SUV) 0.05 (0.01)* 0.14(0.05) 
Ratio 2.1 (0.7)* 1.2 (0.2) 
 
 
Fig. 13 骨転移モデルラットの 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2および 99mTc-MDP 投与後 1 時間の
放射活性の集積像 
Radioactivity is expressed as standardized uptake value (SUV); n = 3; results are 
reported as means (S.D.). 
*: Significances determined by unpaired Student's t-test; p<0.05 compared to 
99mTc-MDP. 
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2. 3.  考察 
腫瘍組織の血管透過性は正常組織に比べて著しく亢進しており、高分子や微粒子が血管
から流出しやすい。また、リンパ系が発達しておらず、腫瘍組織に到達した物質は蓄積す
ることが知られる。この特性は Enhanced permeability and retention （EPR）効果と呼
ばれ、腫瘍への選択的な薬物送達を目的として分子サイズを制御した薬剤の開発が研究さ
れている 63。EPR 効果を検討する薬物送達システムとしては一般に腫瘍へ滞留する分子サ
イズは 40 kDa 程度以上と報告されており、線形高分子、ミセルやナノスフィアなどが研究
されている 64-66。しかし、一般に 40 kDa（直径：約 10 nm）以上の分子サイズを有する高
分子は腎糸球体ろ過を受けにくく、血液や肝臓などへの滞留が問題となっている。血液に
おける放射活性の滞留は骨髄被曝の原因となるばかりでなく、投与から撮像までの待ち時
間にも影響することから非常に問題である。 
一方で、前述のように、正常な微小血管の細孔における透過性は分子量百から数千の間
においても変化することが報告されている 49。したがって低分子化合物においても、分子サ
イズを制御することで、血管透過性を制御することが可能であると考えられる。そこで、
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の分子サイズを 99mTc-MDP と比較検討した。 
限外濾過法による 99mTc-MDP との膜透過性の相違を pH 7.4 の緩衝液中で評価したとこ
ろ両 99mTc 錯化合物とも放射活性の 95%以上が 30 kDa の限外濾過膜を透過しており、限外
濾過膜の素材と 99mTc 錯化合物との非特異的吸着は無視できることを示す。10 kDa の限外
濾過膜では、99mTc-MDP は 30 kDa 膜を用いた場合より劣るものの 10 kDa の限外濾過膜
を透過したが、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の透過性は 20%程度と著しく低下し、本結果は
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の分子サイズが 99mTc-MDP より大きいことを示す。pH7.4 以外に
pH2.5 および pH9.0 における 10 kDa 膜に対する透過性の検討を行ったところ、pH2.5 に
おいて 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2は高い透過性を示す一方、pH9.0 では pH7.4 の時と同様に透
過性は著しく低下した。Asp の解離定数は 3.9 であることから、pH2.5 では側鎖のカルボキ
シル基は分子型に、pH7.4 および pH9.0 ではイオン型になっていると考えられ、この側鎖
の電気的反発により、分子サイズが増大していと考えた。この結果はカルボキシル基を有
する PAMAM デンドリマー誘導体の分子サイズが中性付近において増大していることと一
致しており、oligo-Asp を分子サイズの制御因子として使用する所期の薬剤設計の妥当性を
示す。 
骨疾患部への選択的集積には、分子サイズの制御の他に HA への高い親和性も必要とす
る。そこで、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の HA 結合性を 99mTc-MDP と比較した。その結果、
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の HA 結合率は 99mTc-MDP に比べ高値を示した。 
これまでの結果より、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2が 99mTc-MDP に比べ高い HA 結合性を示す
一方、大きな分子サイズを有することから、正常マウスを用いて 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の骨
集積性を 99mTc-MDP と比較した。99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の骨集積は投与後いずれの測定時
間においても 99mTc-MDP と比べて低値を示し、6～8 割程度であった（Table 6）。In vitro
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における HA 結合性の評価では、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2は 99mTc-MDP に比べて高い HA 結
合性を示したことから、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2が 99mTc-MDP よりも低い骨集積性を示した
のは、骨表面への移行性の低下すなわち血管透過性の低下によるものと考えられる。血液
の pH は 7.4 付近であることから、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2のカルボキシル基はイオン型とし
て存在し、その電気的反発により 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の分子サイズは 99mTc-MDP よりも
増大している。これにより、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の正常骨への集積は 99mTc-MDP に比べ
て低減したと考えられる。以上の結果より、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2は分子サイズの増大によ
る正常骨への集積低減を示す所期の目的に合致した薬剤であると考えられたことから、
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の疾患部への選択性について、骨転移がんモデルラットを用いて評価
した。 
Lamoureuxらの報告した前立腺がん由来細胞を用いたがん骨転移モデルラットでは血管
透過性が亢進しており、さまざまなサイトカインなどが間質に流出していることが示され
ている 62。そこで、がん骨転移モデルラットを用いて 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の疾患部への選
択性を評価した。小動物用 SPECT/CT 装置を用いて撮像したところ、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2
は正常骨ではマウス体内動態の検討と同様に 99mTc-MDP よりも高い値を示した。一方疾患
部ではいずれの投与郡も同程度の値を示し、結果として 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2の疾患骨／正
常骨比は 99mTc-MDP の約 2 倍の値を示した。本結果は、HA との強い結合親和性を有する
化合物の正常血管の透過性を制御することにより骨疾患部位に選択的な集積を達成する本
薬剤設計の有用性を示す。また、本薬剤設計では、正常骨への集積を低減することで、骨
疾患部位に選択的な集積を達成することから、99mTc と同属で β－線放出核種である 186/188Re
を用いた治療薬剤へと展開した場合、骨髄被ばくを大きく低減できると考えられる。した
がって本薬剤設計は、明瞭な画像を与える骨疾患の画像診断薬のみならず、骨転移がんの
治療を目的とした内照射治療薬への応用にも有用である。 
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結語 
 
本研究では疾患骨部における血管の透過性の亢進に着目し、血管透過性を制御すること
で骨疾患部位に選択的な集積を示す 99mTc 標識放射性薬剤の開発に関する基礎的研究を行
った。HA 結合部位および分子サイズの制御部位に oligo-Asp を用いた 99mTc 標識骨代謝診
断薬剤として 99mTc-EC-[(D-Asp)5]2を新たに設計、合成した。99mTc-EC-[(D-Asp)5]2は放射
化学的収率 97.5%以上で単一の錯体として得られ、高いHA結合性と骨への集積を認めた。
99mTc-EC-[(D-Asp)5]2は血漿タンパク質への結合率はわずかであり、また、血漿中でもほと
んどの放射活性が未変化体として存在し、99mTc-EC-[(D-Asp)5]2投与 6 時間後の尿でも高い
割合で未変化体として存在していたことから、生体内で安定と考えた。臨床で使用されて
いる 99mTc-MDP と同等の HA 結合性を有する一方、一万カット限外濾過膜の透過性は著し
く低下しており、正常骨では 99mTc-MDP よりも低い集積を示したことから、分子サイズの
増加が血管透過性の低減に関与することを示す。骨転移がんモデルラットを用いた評価よ
り、本薬剤は 99mTc-MDP と比較して疾患骨の骨形成部位へは同等の集積を示す一方、正常
骨ではその集積が有意に低下し、その結果、疾患骨/正常骨比を向上させた。以上の結果は、
HA との強い結合親和性を有する化合物の正常血管の透過性を制御することによる骨疾患
部位に選択的な集積の達成は本薬剤設計の有用性を示しており、疾患骨の画像診断薬剤の
開発に新たな指針を与える。また、本薬剤設計は、正常骨への集積が低減することによる
骨髄被ばくの低減にも有効であり、骨転移がんの治療を目的とした 186/188Re，イットリウム
-90，ルテチウム-177 などの β－線放出核種を用いた内用放射線治療薬剤の開発にも指針を
与えると考えられる。更に、本薬剤設計は、放射性核種のみならず、様々な薬剤の疾患骨
への選択的な集積を達成する新たな drug delivery system としての応用も期待される。 
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